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Cirkadiánní rytmy ovlivňují všechny fyziologické procesy v organismu, včetně 
imunitních funkcí. Cirkadiánní oscilace pozorujeme téměř u všech složek imunitního systému. 
Tyto oscilace generují molekulární hodiny, které jsou v každé buňce a jsou synchronizované s 
hlavním pacemakerem CSN pomocí sekrece hormonů a neuronální inervace.  Díky nastavení 
cirkadiánním systémem je imunitní systém více připraven k odpovědi na patogeny během 
aktivní fáze dne, kdy je riziko setkání s patogenem vyšší.  
Makrofágy jsou buňky vrozeného imunitního systému a hlavní modulátory zánětu. Jejich 
aktivita, včetně produkce cytokinů, fagocytózy a polarizace na M1 a M2 fenotypy je těsně 
spojena s molekulárními hodinami. Toto spojení cirkadiánního a imunitního systému má 
význam pro průběh řady zánětlivých onemocnění, jako jsou artritida a ateroskleróza.  
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Abstract 
Circadian rhythms affect all physiological processes in the body, including immune 
function. Circadian oscillations are observed in almost all components of the immune system. 
This oscillation generates molecular clocks that are in each cell and are synchronized by the 
main CSN pacemaker with help hormone secretion and neuronal innervation. As a result, the 
immune system is ready for increased responses to pathogens during the active phase when is 
higher risk of bruising with it. 
Macrophages are cells of the natural immune system and main modulators of 
inflammation. Their activity, including cytokine production, phagocytosis and polarization to 
M1 and M2 phenotypes is closely linked to the molecular clock. This association between 
circadian and immune systems has implications for the course of a series of inflammatory 
diseases, such as arthritis and atherosclerosis. 
The aim of this thesis is to investigate the effect of circadian system on macrophage 
function in inflammatory response. 
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Cirkadia nní rytmy pr edstavují evoluc ní adaptaci na z ivotní prostr edí s 24-hodinovy m 
sola rní m dnem. Tyto rytmy jsou generova ny a udrz ova ny cirkadia nní m syste mem a r í dí te me r 
vs echny procesy v organizmech: fyziologicke , metabolicke  a behaviora lní . 
Existuje hodne  du kazu , ktere  potvrzují te sne  spojení mezi cirkadia nní mi hodinami a 
imunitní mi reakcemi, napr í klad denní zme ny citlivosti k patogenu, zme ny hladiny cytokinu  a 
poc et imunitní ch bune k v krvi a tkaní ch.  Krome  toho, mnoho symptomu  patologicky ch stavu  
vykazuje cirkadia nní oscilace. 
Cílem této bakalářské práce je popsat vliv cirkadiánního systému na funkce makrofágů 
v zánětlivé odpovědi. 
 
 
2. Cirkadiánní hodiny u savců 
 
Cirkadia nní hodiny u savcu  jsou koncipova ny jako hierarchicky  syste m, ktery  funguje na 
u rovni bune k, tka ní a syste mu . Hlavní pacemaker cirkadia nní ho syste mu se nacha zí 
v suprachiasmaticky ch ja drech (SCN) hypothalamu (Welsh, Takahashi, & Kay, 2010) a slouz í k 
synchronizaci periferní ch hodin v cele m te le (Ralph, Foster, Davis, & Menaker, 1990). SCN se 
skla da  z pr ibliz ne  20 000 autonomne  oscilují cí ch neuronu , vza jemne  spojeny ch do sí tí a 
oscilují cí ch s periodou od 22 do 30 hodin (Herzog, 2007). 
Ac koliv jsou neurony SCN schopne  oscilovat samostatne , potr ebují pro svoji koordinaci 
s prostr edí m ne jaky  environmenta lní vstup neboli Zeitgeber (doslovne  "c asovac ", 
"synchroniza tor") (Grandin, Alloy, & Abramson, 2006). Sve tlo je hlavní synchroniza tor. Krome  
klasicky ch fotoreceptoru , tyc inek a c í pku  se v sí tnice oka nacha zejí specia lní bun ky ipRGC (z 
angl. intrinsic photoresponsive ganglion cells), ktere  jsou citlive  na sve tlo a pr eda vají informaci 
o  sve tle pr í mo do SCN prostr ednictví m retinohypothalamicke ho traktu (Do & Yau, 2010).  
SCN pak pr ena s í c asove  informace do bune k v jiny ch oblastech mozku a periferní ch 
orga nech prostr ednictví m ru zny ch vy stupu . Mezi ne  patr í neurona lní spojení , endokrinní 
signa ly (jako jsou glukokortikoidy), rytmy te lesne  teploty a c asovane  pr ijí maní potravy c i jine   
oscilují cí chova ní (Dibner, Schibler, & Albrecht, 2010) 
Pro výzkumy se vytvářejí experimentální podmínky 12 hodin ve světle a 12 hodin ve tmě 
(12:12 LD). Čas v takových podmínkách je označen jako ZT (Zietgeber time). ZT0 označuje 




2.1. Molekulární mechanismus cirkadiánních hodin u savců 
Cirkadiánní hodiny generují cirkadiánní oscilace nezávisle na okolním prostředí.  Toho je 
docíleno vzájemnými zpětnovazebnými interakcemi mezi tzv. hodinovými geny a jejich 
posttranskripčními a posttranslačními modifikacemi. 
2.1.1. První zpětnovazebná smyčka  
První zpe tnovazebna  smyc ka je tvor ena dve ma transkripc ní mi faktory – aryl 
hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1 (BMAL1, zna my taky jako ARNTL, 
MOP3) a circadian locomotor output cycles kaput (CLOCK) (Gekakis et al., 1998; Honma et al., 
1998), ktere  indukují expresi tr í Period (Per1-3) (Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik, 2014) a 
dvou Cryptochrome (Cry1/2) genu  (Emery, So, Kaneko, Hall, & Rosbash, 1998). V ne ktery ch 
pr í padech, napr í klad ve tka ni prefronta lní mozkove  ku ry, je mí sto proteinu CLOCK pr í tomen 
jeho paralog, neuronal PAS domain protein 2 (NPAS2). NPAS2 je, stejne  jako CLOCK, schopen 
tvor it heterodimer s BMAL1, aktivovat expresse Cry a Per genu  a naví c inhibovat expresi Bmal1 
genu (Reick, Garcia, Dudley, & McKnight, 2001). 
Heterodimer CLOCK/ BMAL1 se va z e na promotorove  oblasti obsahují cí E-boxy genu  
ko dují cí ch represorove  proteiny PERIOD a CRYPTOCHROME. CLOCK aktivuje BMAL1 be hem 
dne, coz  vede k expresi Per a Cry genu  odpoledne a k pí ku koncentrace proteinu PER a CRY vec er. 
Hladiny Bmal1 mRNA jsou take  rytmicke , v antifa zi k Per a Cry genu m. Proteiny PER a CRY na 
sebe vza jemne  pu sobí , tvor í PER/CRY komplexy, ktere  jsou fosforylova ny kina zou CK1δ/ε a 
translokova ny do ja dra. Tam proteiny fungují jako negativní regula tory CLOCK/BMAL1, inhibují 
tak transkripci vlastní ch genu , a vytva r ejí negativní zpe tnovazebnou smyc ku. (Ko & Takahashi, 
2006; C. Lee, Etchegaray, Cagampang, Loudon, & Reppert, 2001). 
Hladiny proteinu PER a CRY se sniz ují , protoz e jejich stabilita je regulova na fosforylací , 
ktera  vede k ubikvitinaci pomoci E3-ubiqutin liga zami FBXL3 (Siepka et al., 2007).  Tento proces 
degradace CRY a PER proteinu zac í na  novy  cyklus aktivity CLOCK/BMAL1 (Obr. 1). 
 
2.1.2. Druhá zpětnovazebná smyčka  
Dals í mechanismus zpe tne  vazby je zaloz en na kompetici transkripc ní ch faktoru  RAR-
related orphan receptors (RORs) a jaderny ch receptoru  REV-ERBα/β (geny Nr1d1 a Nr1d2), 
ktere  kontrolují transkripci Bmal1 vazbou na RRE element v promotorove  oblasti (Guillaumond, 
Dardente, Gigue re, & Cermakian, 2005). Exprese Rev-erb α/β  je pozitivne  regulova na 




2.1.3. Třetí zpětnovazebná smyčka  
Tr etí transkripc ní smyc ka zahrnuje ne kolik transkripc ní ch faktoru : D site of albumin 
promoter binding protein (DBP), thyrotroph embryona lní faktor (TEF) a hepatic leukemia 
factor (HLF), ktere  mají rytmickou expresi (Falvey, Fleury-Olela, & Schibler, 1995; Fonjallaz, 
Ossipow, Wanner, & Schibler, 1996; Lopez-Molina, Conquet, Dubois-Dauphin, & Schibler, 1997). 
Tyto proteiny kompetují na mí stech obsahují cí ch D-boxy s represorem NFIL3 (nuclear factor 
interleukin 3 regulated, neboli E4BP4), ktery  je r í zen smyc kou REV-ERB / ROR, podobne  jako 
Bmal1 (Mitsui, Yamaguchi, Matsuo, Ishida, & Okamura, 2001). 
Transkripce DBP je pozitivne  regulova na CLOCK/BMAL1, a negativne  regulova na 
proteiny PER a CRY prostr ednictví m E-box motivu  v promotoru Dbp genu. DBP spolu s NFIL3 
taky pr ispí va  k aktivaci transkripce Per1/2, Rev-erb a Ror (Yamaguchi et al., 2000). 
 
Obra zek 1. Transkripc ní mechanismus cirkadia nní ch hodin (Ko & Takahashi, 2006) 
 
2.2. Synchronizace periferních hodin s SCN pomocí melatoninu a glukokortikoidů 
Periferní cirkadia nní hodiny pouz í vají stejne  molekula rní komponenty jako SCN a 
hodinove  geny byly detekova ny ve vs ech jaderny ch bun ka ch te la. Neda vne  studie ukazují , z e 
ví ce nez  40% bí lkovin ko dují cí ch RNA u mys í a 80% u pavia nu  vykazuje ~ 24-hodinovou 
rytmickou expresi (Mure et al., 2018; R. Zhang, Lahens, Ballance, Hughes, & Hogenesch, 2014). 
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Centra lní hodiny poskytují c asovy  program pro cely  organismus dí ky neurona lní signalizaci (F. 
N. Buijs et al., 2016), du lez itou roli vs ak hraje take  rytmicka  sekrece hormonu   (Dumbell, 
Matveeva, & Oster, 2016). 
Jedním z hlavních regulátorů periferních hodin, jsou glukokortikoidy (GC) a melatonin, 
přenášené krví k cílovým orgánům (H. Guo, Brewer, Champhekar, Harris, & Bittman, 2005). 
Sekrece melatoninu a glukokortikoidů je pevně řízena z SCN. Ačkoliv glukokortikoidy mají 
nejvyšší koncentrace během aktivní fáze (v noci u nočních zvířat a ve dne u denních), sekrece 
melatoninu probíhá vždy v noci (Andries Kalsbeek et al., 2008). 
 
2.2.1. SCN moduluje sekrece glukokortikoidů 
Glukokortikoidy (GC) jsou steroidní hormony produkované v kůře nadledvinek. Jejich 
uvolňování do krve osciluje s ultradiánní periodou (Conway-Campbell, Pooley, Hager, & 
Lightman, 2012), ale celková amplituda se mění v průběhu dne a je modulována SCN (A. 
Kalsbeek et al., 2012). Mnoho druhů zvířat navíc vykazuje i sezónní změny hladin 
glukokortikoidů (Ellis et al., 2012). 
Jejich sekrece je regulovaná primárně HPA osou (hypotalamus – hypofýza – 
nadledviny).  SCN pomocí vazopresinu moduluje aktivitu PVN (paraventrikulární 
hypotalamické jádro), jednoho z hlavních jader přenášejících cirkadiánní informace z SCN do 
zbytku těla (Saeb-Parsy et al., 2000). PVN produkuje peptidový hormon kortikoliberin (CRH, 
hormon uvolňující kortikotropin), který pak stimuluje syntézu a sekreci hormonu ACTH 
(adrenokortikotropinu) z adenohypofýzy do krevního oběhu a ACTH pak stimuluje sekreci GC 
z kůry nadledvin. (F. N. Buijs et al., 2016). Citlivost kůry nadledvin na ACTH a sekrece GC je také 
modulována signály přicházejícími z PVN hypotalamu prostřednictvím sympatických 
nervových cest (R. M. Buijs et al., 1999). 
Vazopresin je uvolňován vždy během světelné periody, ale jeho účinky na neurony PVN 
obsahující CRH jsou odlišné u denních a nočních zvířat. Pomocí interneuronů u nočních zvířat 
vazopresin inhibuje tyto neurony, u denních – je aktivuje (Andries Kalsbeek et al., 2008).  
Úvolněné GC tvoří negativní zpětnovazebnou smyčku a inhibují aktivitu HPA osy 
vazbou na glukokortikoidní receptory (GR) a mineralokortikoidní receptory v mozku a 
v hypofýze (Berardelli et al., 2013; Jacobson, 2005).  
Aktivace HPA osy probíhá nejen v synchronizaci s SCN, ale akutní a chronický stres a 
autonomní inervace řízená SCN prostřednictvím jiných oblastí mozku také stimuluje 




2.2.2. SCN moduluje sekreci melatoninu 
Cirkadiánní rytmy v sekreci melatoninu jsou řízeny multisynaptickou dráhou vedoucí 
od SCN do epifýzy.  
Během dne vylučuje SCN GABA do PVN a inhibuje jeho glutamátergní stimulaci 
intermediolaterálního jádra míchy (IML), která vyvolá uvolnění noradrenalinu ze zakončení 
superior cervical ganglionu (SCG) v epifýze. Noradrenalin působí na β-adrenergní receptory v 
epifýze, čímž aktivuje transkripci hlavního enzymu v syntetické řadě melatoninu, 
arylalkylamin-N-acetyltransferázy, a tak i sekreci melatoninu (Drijfhout, van der Linde, de Vries, 
Grol, & Westerink, 1996). 
Ve tmě produkuje SCN glutamát a tím podporuje aktivitu PVN (Hermes, Coderre, Buijs, 
& Renaud, 1996). Melatonin je syntetizován pouze v noci (Challet, 2007), světlo dopadající na 
sítnici oka v noci indukuje GABAergní neurotransmisi z SCN do PVN a inhibuje uvolňování 
noradrenalinu (Ebling, 1996).  
 
2.3. Periferní hodiny imunitního systému  
Cirkadia nní regulace imunitní ho syste mu byly pozorova ny jiz  v roce 1960, kdyz  Halberg 
a kolegove  zjistili, z e mí ra u mrtnosti na poda ní endotoxinu lipopolysacharidu (LPS) u mys í 
za visí velmi na denní dobe , kdy se LPS poda va  (Halberg, Johnson, Brown, & Bittner, 1960). Za 
poslední ch 20 let bylo proka za no, z e mnoho typu  vrozeny ch imunitní ch bune k ma  vlastní 
hodiny, vc etne  monocytu   (K. D. Nguyen et al., 2013), makrofa gu  (Keller et al., 2009), mastocytu , 
eozinofilu  (Baumann et al., 2013), neutrofilu  (Ella, Cse pa nyi-Ko mi, & Ka ldi, 2016), NK bune k 
(Arjona & Sarkar, 2005) a jejich funkce jsou pod kontrolou cirkadia nní ho syste mu. Naví c mnoho 
lidsky ch za ne tlivy ch onemocne ní vykazuje rytmickou patologii, jako napr í klad revmatoidní 
artritida (Maurizio Cutolo, 2012) nebo alergicka  rinitida a bronchia lní astma (Smolensky, 
Lemmer, & Reinberg, 2007). 
Vy zkumy poslední ch let uka zaly, z e az  8% transkriptu  makrofa gu  osciluje s cirkadia nní 
periodou (Keller et al., 2009) a tyto geny r í dí celou r adu funkcí , vc etne  produkce cytokinu  (Early 
et al., 2018) fagocyto zy (Hriscu, 2005) a antibakteria lní (Oliva-Ramí rez, Moreno-Altamirano, 
Pineda-Olvera, Cauich-Sa nchez, & Sa nchez-Garcí a, 2014) a antivira lní aktivity (Zhuang, 




3. Úloha makrofágů v zánětlivé reakci   
Makrofa gy jsou vysoce heterogenní populace bune k, ktere  se nacha zí ve vs ech tka ní ch a 
orga nech, a hrají du lez itou roli v protiinfekc ní imunitní odpove di proti cizí m mikroorganismu m, 
vc etne  bakterií , viru , hub a parazitu . Makrofa gy jsou za kladní sloz kou vrozene ho imunitní ho 
syste mu, u c astní se cele ho za ne tlive ho procesu od rozpozna va ní patogenu  a produkci 
za ne tlivy ch media toru  po inhibici za ne tlive  reakce a opravu tka ní . (Murray & Wynn, 2011) 
Makrofa gy mohou by t rozde leny do dvou funkc ní ch skupin: klasicky aktivovane  
makrofa gy (M1), ktere  mají proza ne tlive  u c inky a alternativne  aktivovane  makrofa gy (M2), 
ktere  se podí lí na protiza ne tlive  funkci a regulují hojení ran (Martinez, Helming, & Gordon, 
2009). Ac koli existují rozdí ly mezi makrofa gy te chto dvou skupin, makrofa gy jsou schopne  
snadno zme nit svu j fenotyp v reakci na mikroprostr edí (Mylonas, Nair, Prieto-Lafuente, Paape, 
& Allen, 2009).  
Tento proces zme ny fenotypu makrofa gu  hraje du lez itou roli v za ne tlivy ch reakcí ch. 
Nekontrolovany  za ne tlivy  proces mu z e ve st k pos kození vlastní tka ne , chronicke mu 
za ne tlive mu onemocne ní a autoimunitní m porucha m, proto potr ebují jemnou regulaci a 
mechanismy protiza ne tlive  zpe tne  vazby, jako je produkce protiza ne tlive ho cytokinu IL-10 a 
spra vny  pome r Ml /M2 makrofa gu .  
Makrofa gy M1 vznikají po aktivaci jejich Tool-like receptoru (TLR) nebo stimulací IFN-γ, 
v du sledku c ehoz  zvys ují produkci cytokinu  IL-1b, IL-6, TNF-a, a zvys ují synte zu oxidu 
dusnate ho a produkci volny ch radika lu . Po stimulaci pomocí IL-4 a IL-13 se zme ní na makrofa gy 
M2 s vets í produkcí protiza ne tlivy ch cytokinu  IL-10 (Sica & Mantovani, 2012). 
STAT proteiny jsou rodinou transkripc ní ch faktoru , ktere  rozhodují o prome ne  
makrofa gu na M1 nebo M2 typ. Po spolec ne  stimulaci receptoru IFN a TLR se aktivuje dra ha 
aktivovana  STAT1 a fenotyp makrofa gu se zme ní na proza ne tlivy  M1. Pokud STAT signalizac ní 
dra ha bude aktivovana  pomocí IL-10, fenotyp makrofa gu se zme ní na protiza ne tlivy  M2 
prostr ednictví m STAT3/6 (Ní Gabhann et al., 2014).  
 
4. Signalizace makrofágů 
Za ne tliva  odpove ď je charakterizova na koordinovanou aktivací ru zny ch signalizac ní ch 
drah, ktere  regulují expresi jak pro-, tak protiza ne tlivy ch media toru  v rezidentní ch tka n ovy ch 
bun ka ch i leukocytech, ktere  jsou zí ska va ny z krve. Rozpozna ní patogenu  vrozeny mi nebo 
adaptivní mi imunitní mi receptory vede k aktivaci bune k, ktere  vykazují tyto receptory, napr . 
makrofa gy, dendriticke  bun ky a lymfocyty. 
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Makrofa gy mají s irokou r adu povrchovy ch receptoru  PRR (pattern recognition receptor) 
pro molekula rní vzory asociovane  s patogenem (PAMP) a molekula rní vzory asociovane  
s pos kození m tka ne  (DAMP) (Taylor et al., 2005). Vazba ligandu na tyto receptory aktivuje 
signa lní kaska dy, ktere  spous tí transkripci ru zny ch proza ne tlivy ch a protiza ne tlivy ch 
transkripc ní ch faktoru , jako je nuklea rní faktor NF-κB, AP-1. 
Regulace exprese a represe genu  je spojena s remodelací struktury chromatinu 
enzymatickou modifikací histonu , hlavne  acetylací lyzinovy ch zbytku , ktere  se nacha zejí na N-
konci histonu . V klidove m stavu jsou histony neacetylovane  a DNA navinuta  na histony 
neschopna transkripce. Po acetylaci histonu  se me ní jejich elektricky  na boj a struktura 
chromatinu se oteví ra   a nukleosom se rozvoln uje tak, z e se RNA polymera za II a transkripc ní 
komplexy mohou nava zat na DNA a zac í t transkripci. 
Iniciace transkripce genu  pro za ne tlive  cytokiny vyz aduje pr ipojení koaktiva toru (CBP), 
interagují cí ho s transkripc ní mi faktory (CREB, AP-1, NF-kB a jine ), ktere  se pak va z ou na 
promotorove  oblasti cí lovy ch genu . Koaktiva tory mají vnitr ní histon acetyltransfera zovou 
aktivitu (HAT), coz  vede k acetylaci histonu , sní z ení jejich na boje a zme ne  konformace na 
aktivovanou otevr enou formu (Roth, Denu, & Allis, 2001). Proces deacetylace histonu  je 
zprostr edkova n histonovy mi deacetyla zami (HDAC) a dals í mi korepresorovy mi proteiny (NCoR, 
SMRT) (de Ruijter, van Gennip, Caron, Kemp, & van Kuilenburg, 2003; Privalsky, 2004).   
Stejnou dra hu aktivuje a jine  PRR, jako jsou lektinove  receptory typu C (CLR) (Osorio & 
Reis e Sousa, 2011) a NOD-Like receptory (NLRs), ktere  jsou schopny tvor it inflamasomy 
(Elinav, Strowig, Henao-Mejia, & Flavell, 2011; Sabbah et al., 2009).   
 
4.1. JAK/STAT signální cesta 
IFNγ se va z e na sve  receptory, coz  vede k aktivaci JAK1/2 kina z, na sledne  k aktivaci 
regulac ní ch faktoru  interferonu  IRF 1/8 a dimerizaci STAT1. STAT1 homodimer a IRF se va z í na 
mí sta v promotoru cí lovy ch genu , tí m podporují expresi M1 genu , iNOS a IL-12 (Darnell, Kerr, & 
Stark, 1994).  IL-4 nebo IL-13 se va z ou na receptor IL-4Rα, coz  vede k fosforylaci JAK1/3 nebo 
JAK1/Tyk2 a na sledne  aktivaci STAT6 a STAT3, ktere  aktivují expresi genu  fenotypu M2 vc etne  
protiza ne tlive ho cytokinu IL-10 (Bhattacharjee et al., 2013). 
Aktivace JAK/STAT dra hy pomocí IL-4 aktivuje synte zu SOCS1 (suppressor of cytokine 
signaling proteins), ktery  blokuje fosforylaci STAT1 a prome nu makrofa ga na M1. SOCS1 
aktivuje take  STAT6, ktery  je transkripc ní m faktorem pro M2 fenotyp.  A naopak aktivace 
JAK/STAT pomocí IFN-y a TLR4 aktivuje synte zu SOCS3, ktery  blokuje STAT3 a prome nu 
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makrofa ga na M2. SOCS3 podporuje fosforylaci STAT1, ktery  je transkripc ní m faktorem pro M1 
fenotyp (Croker, Kiu, & Nicholson, 2008; Qin et al., 2012).  
SOCS1 translokuje do ja dra, kde se va z e na p65 podjednotku NF-kB a funguje jako 
ubiquitin liga za, vede k polyubikvitinaci a proteasoma lní degradaci p65 (Strebovsky, Walker, 
Lang, & Dalpke, 2011).  
 
4.2. TLR signalizace 
TLR je nejvy znamne js í skupina PRR receptoru. Patr í mezi transmembra nove  proteiny 
typu I, jejichz  c a sti jsou umí ste ny na povrchu bune k (napr í klad TLR4, receptor pro LPS), 
zatí mco jina  c a st (napr í klad TLR9, receptor pro patogenní DNA) jsou uvnitr intracelula rní ch 
vezikul (Kawai & Akira, 2011). Vazba LPS na TLR4 aktivuje signální dráhu NF-kB, což zvyšuje 
produkci prozánětlivých cytokinů, nebo TRAF6 signální dráhu, která indukuje fosforylaci 
transkripčního faktoru STAT1 (Luu et al., 2014). Celkem tato signalizace podporuje polarizaci 
makrofágů do prozánětlivého M1. 
Signalizac ní cesty TLR aktivují NF-kB a mitogenem aktivovane  proteinove  kina zy 
(MAPK), coz  indukuje proza ne tlivy  stav v bun ce a produkci proza ne tlivy ch cytokinu  (TNFa, IL-
1, IL-6 atd) (Kawai & Akira, 2011).  
TLR signalizace zahrnuje dvě odlišné signální dráhy: MyD88 závislou a MyD88 
nezávislou signální dráhu. Ačkoliv MyD88 signální dráha je universální pro TLR, TRIF signální 
dráha (neboli dráha nezávislá na MyD88) je typická jenom pro TLR4 a TLR3 (Akira, Takeda, & 
Kaisho, 2001).  
MyD88 je adaptérový protein, který je spojen TIR doménou s TLR. Po navázání ligandu 
na TLR MyD88 rekrutuje kinázu asociovanou s receptorem IL (IRAK1 nebo IRAK4) a fosforyluje 
ji. TRAF6 asociuje s IRAK, aktivuje se a přenáší signál k dalším složkám TLR dráhy: NF-kB a 
MAPK (Takeda & Akira, 2004).  
 TRIF je druhý adaptérový protein, který také obsahuje TIR doménu pro vazbu s TLR. 
TRIF může aktivovat kinázu TBK1 a následně fosforylovat IRF3, který putuje do jádra a 
indukuje expresi IFN (Kawai & Akira, 2011). TRIF aktivace také vede k aktivaci NF-kB pomoci 
TRAF6 (Takeda & Akira, 2004).  
 
4.2.1. NF-kB signální dráha 
NF-kB (nuklea rní faktor kappa B-bune k) je proteinovy  komplex, ktery  hraje du lez itou 
roli v za ne tlivy ch reakcí ch, ovlivn uje transkripci DNA a produkci cytokinu . 
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Aktivace NF-kB je vyvola va na ru zny mi mikrobia lní mi a virovy mi faktory 
prostr ednictví m PRR a jejich vazby k TLR a receptoru  IL-1, ktere  patr í do rodiny IL-1R, NOD-
like receptoru  (NLR) nebo receptoru  pro imunomodula tory, jako je TNF receptor. Ac koliv jsou 
tyto receptory strukturne  odlis ne , pouz í vají podobne  mechanismy aktivace IkB kina zy (IKK) a 
NF-κB. 
NF-kB je sloz ena ze dvou ru zny ch podjednotek rodiny transkripc ní ch faktoru  Rel, ve 
ve ts ine  z p65 (RelA) a p50 podjednotky (Ghosh & Karin, 2002). IkB proteiny, pr í tomne  
v cytoplazme , inhibují NF-kB a udrz ují komplex v neaktivní forme . 
Rozpozna ní ligandu vede k aktivaci IkB kina zove ho komplexu IKK skla dají cí ho se ze 
dvou kina zovy ch podjednotek IKKα (IKK1) a IKKβ (IKK2) a regulac ní podjednotky IKKγ (NEMO) 
(Zandi, Rothwarf, Delhase, Hayakawa, & Karin, 1997). 
IKK fosforyluje IkB coz  vede k jeho degradaci proteazomem a tí m aktivuje a uvoln uje NF-
kB komplex, ktery  pak translokuje do ja dra, va z e se na jednotlive  elementy promotoru 
specificky ch genu  a aktivuje jejich transkripci (Lawrence, 2009). 
Tato dra ha nastavuje proza ne tlivy  stav a její nadme rna  nebo deregulovana  aktivace 
mu z e ve st k patologicke mu chronicke mu nebo akutní mu za ne tu. Proto NF-kB dra ha taky 
obsahuje autoregulac ní negativní zpe tnovazebne  smyc ku. NF-kB-dependentní transkripce genu 
vede k rychle  znovusynte ze proteinu IkB. IkB vstupuje do ja dra, va z e NF-kB transkripc ní faktor 
a tí m inhibuje jeho vazbu na DNA (Arenzana-Seisdedos et al., 1995).  
 
4.2.2. MAPK signální dráha 
Mitogenem aktivovane  protein kina zy (MAPK) jsou serin-threoninove  kina zy, ktere  
zprostr edkova vají intracelula rní signalizaci. MAPK signa lní dra ha obsahuje alespon  tr i sloz ky: 
kina zu kina zy MAPK (MAP3K), kina zu MAPK (MAP2K) a MAPK. MAP3K fosforyluje a aktivuje 
MAP2K, ktera  da l fosforyluje a aktivuje MAPK. Aktivovane  MAPK fosforylují dals í kina zy, jako 
jsou ERK, p38 a JNK (c-Jun NH2 termina lní kina zy), ktere  jiz  aktivují ru zne  proteiny vc etne  
transkripc ní ch faktoru  (Johnson, 2002). 
Po aktivaci JNK  je napr í klad tvor en AP-1, nejc aste ji sloz eny  z heterodimeru c-Fos/c-Jun, 





4.3. PI3K / PKB signální dráha  
TLR MyD88 závislá drahá a cytokinové receptory aktivuje fosfatidylinositol-3-kinázu 
(PI3K). PI3K produkuje PIP3 (fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfát), který následně aktivuje protein 
kinázu B (PKB, známou také jako Akt). Tato kináza má tři izoformy: Akt1, Akt2 a Akt3. Akt1 
podporuje proměnu na M2 fenotyp, Akt2 naopak podporuje M1 (Arranz et al., 2012). 
MikroRNA (miRNA) tvoří velkou rodinu malých, přibližně 21-nukleotidových, 
nekódujících RNA, které jsou regulátory exprese genů, kontrolují u savců aktivitu přibližně 30% 
genů a podílejí na regulaci téměř všech buněčných procesů.  miRNA kontrolují genovou expresi 
po transkripci, zprostředkovávají translační represi nebo degradaci mRNA (Filipowicz, 
Bhattacharyya, & Sonenberg, 2008; Valencia-Sanchez, Liu, Hannon, & Parker, 2006)  
miR-155 je prozánětlivá mikroRNA indukovaná po aktivaci TLR přímým navázáním NF-
kB na promotor genu MIR155HG (McCoy et al., 2010; Thompson, Vardinogiannis, & Gilmore, 
2013). miR-155 hrají klíčovou roli v Akt-dependentní polarizaci makrofágů a způsobí proměnu 
makrofágů na M1 fenotyp (Arranz et al., 2012).   
 
4.4. NLRP3 inflamazóm 
Inflamazóm NLRP3 je proteinový komplex, složený z NLRP3 (NACHT, LRR and PYD 
domains-containing protein 3), ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a 
CARD) a kaspasy-1. Může být aktivován širokým rozsahem agonistů, PAMP nebo DAMP 
(Ratsimandresy, Dorfleutner, & Stehlik, 2013). Aktivace inflamazómu NLRP3 podporuje 
aktivaci kaspázy-1 následně štěpení pro-IL-1ß a pro-IL-18 do jejich maturovaných 
sekretovaných forem (Thornberry et al., 1992). 
Aktivace inflamazómu NLRP3 vyžaduje dva postupné signály. První signál, vyvolaný 
PAMP, aktivuje dráhu NF-kB a vede k expresi Nlrp3 a pro-IL-1ß. Druhý signál, například DAMP, 
spouští aktivaci NLRP3, sestavení komplexu inflamazómu a nakonec aktivaci kaspázy-1 
(Sutterwala, Haasken, & Cassel, 2014). 
 
 
5. Diferenciace monocytů a makrofágů 
  
Cirkulují cí monocyty pocha zejí z prekurzoru  pluripotentní ch hematopoeticky ch 
kmenovy ch bune k (HSC), ktere  se ve ts inou nacha zí v kostní dr eni a male  mnoz ství cirkuluje 
v krvi a nacha zí se v periferní tka ni. Vy voj monocytu  a makrofa gu  z HSC zalez í na r ade  stimulu , 
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jako jsou napr í klad ru stove  faktory, ktere  ovlivn ují expresi genu  specificky ch pro vy voj bune c ne  
linie.  
Klí c ovy  regula tor pro vy voj monocytu  je hematopoeticky  transkripc ní faktor PÚ.1, 
potr ebny  pro diferenciaci bune c ny ch linií . Ní zka  koncentrace proteinu PÚ.1 vyvola va  
diferenciaci B bune k, zatí mco vysoka  koncentrace a dlouha  exprese podporuje diferenciaci 
makrofa gu  a blokuje vy voj B lymfocytu  (DeKoter & Singh, 2000; Scott, Simon, Anastasi, & Singh, 
1994). Vysoka  koncentrace PÚ.1 aktivuje dals í transkripc ní faktory specificke  pro monopoezu, 
jako jsou IRF8 (Scho nheit et al., 2013), KLF-4 (Feinberg et al., 2007) a Erg1 (H. Q. Nguyen, 
Hoffman-Liebermann, & Liebermann, 1993).  PÚ.1 take  hraje roli v transkripc ní kontrole 
indukce genu  u makrofa gu , napr í klad IFN-y (V. T. Nguyen & Benveniste, 2000). 
Faktor stimulují cí kolonie makrofa gu  (M-CSF nebo CSF-1) je cytokin, uvolne ny  be hem 
za ne tlive  reakce. CSF-1 pr í mo indukuje a moduluje PÚ.1, coz  vede k diferenciaci 
hematopoeticky ch kmenovy ch bune k na monocyty a makrofa gy (Mossadegh-Keller et al., 2013).  
Jine  cytokiny, napr í klad IFN-y, IL-3, IL-6 a IL-11, take  podporují diferenciaci na monocyty 
(Gordon, 1995). 
Kostní dr en  je prima rní m mí stem produkují cí m monocyty. Monocyty lze rozde lit do 
dvou funkc ní ch skupin Ly6Chi za ne tlive  nebo Ly6Clow patrolují cí monocyty. Ly6Chi monocyty 
pr edstavují klasicke  monocyty, ktere  jsou rekrutova ny infekcí , da le vyluc ují za ne tlive  media tory 
a stimulují migraci dals í ch monocytu . Ly6Chi mohou pu sobit jako prekurzory makrofa gu  
pocha zejí cí ch z monocytu  (Geissmann et al., 2010). 
Mobilizace monocytu , jejich vy stup z kostní dr ene , a pru nik do za ne tlivy ch mí st je 
zprostr edkova n chemokinovy m receptorem CCR2 a odpoví dají cí mi ligandy CCL2 a MCP2 (taky 
zna m jako CCL8) (Jia et al., 2008). Cirkadia nní mechanismy se podí lejí na regulaci diferenciace 
makrofa gu  a na boru monocytu  do infikovane  tka ne .  
 
5.1. Cirkadiánní hodiny a diferenciace makrofágů  
Poc et HSC v kostní dr eni vykazuje cirkadia nní oscilace be hem dne, ktere  zmizí pr i 
dlouhodobe m chova ní pokusny ch zví r at na sta le m sve tle. Úkazuje, z e hematopoe za je r í zena 
hlavní mi molekula rní mi hodinami SCN (Me ndez-Ferrer, Lucas, Battista, & Frenette, 2008). 
Proliferace prekurzoru  monoblastu  a myeloblastu  (GMP nebo CFÚ-GM) ma  cirkadia nní oscilaci, 
r í zenou epify zou a produkcí melatoninu. Poc et GMP v kostní dr eni osciluje s vrcholem v ZT6 a 
ZT18. Odstrane ní epify zy tyto oscilace zrus í (Haldar, Ha uBler, & Gupta, 1992).   
N-CoR (nuclear receptor co-repressor 1) je nuklea rní korepresor a spolu s HDAC3 se 
podí lí na inhibici transkripce urc ity ch genu  (Ishizuka & Lazar, 2003). HDAC3 je schopen 
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odstranit acetylove  skupiny z histonu a vytvor it chromatinovou strukturu nepr í stupnou pro 
transkripc ní apara t (Guenther, Barak, & Lazar, 2001). N-CoR/HDAC3 mu z e existovat v asociaci 
s produktem hodinove ho genu Rev-Erbα, ktery  je cirkadia nne  regulova n a cely  komplex tak 
potlac uje transkripce cí lovy ch genu , napr í klad Bmal1 (Yin & Lazar, 2005) a pu.1 (Lam et al., 
2013) pouze v urc ite m cirkadia nní m c ase.   
Ly6Chi monocyty vykazují výrazné změny v počtu během dne. V ZT8 dosahují přibližně 
3krát vyšší hladiny než v ZT0, na rozdíl od Ly6Clow, které nevykazují téměř žádnou oscilaci.  
Nguyen et al (2013) zjistili, že promotory Ccl2 a Ccl8 obsahují E-boxy, na které se váže 
heterodimer CLOCK/BMAL1 a PRC2 (polycomb repressive complex 2) s histon 
methyltransferázovou aktivitou, který inhibuje expresi těchto genů a epigeneticky mění 
konformaci histonu.   
Ú monocytu  potlac uje REV-ERBα pr í mo expresi Ccl2 vazbou na promotor. REV-ERBα 
take  potlac uje signa ly aktivovane  CCL2, kina zy ERK a p38. Tak REV-ERBα bra ní vstupu 
monocytu do tkaní a potlac uje za ne tlivou reakci (Sato et al., 2014). 
 
6. Cirkadiánní hodiny modulují zánětlivou reakci  
Jak uz  bylo r ec eno, funkce makrofa gu  je silne  kontrolovana  cirkadia nní m syste mem 
(Keller et al., 2009) ve vs ech fa zí ch za ne tlive  odpove di, vc etne  rozpozna ní patogenu (Silver et 
al., 2018), vstupu monocytu  do infikovane  tka ne  (Sato et al., 2014), polarizace na M1/M2 a 
produkce cytokinu  (Early et al., 2018). 
6.1. Melatonin 
Melatonin hraje důležitou roli v imunopatologických stavech, má například 
protizánětlivé účinky při zánětu (Reiter, Calvo, Karbownik, Qi, & Tan, 2006).  Ačkoliv 
protizánětlivé účinky melatoninu převažují, některá patologická zánětlivá a autoimunitní 
onemocnění, jako například revmatoidní artritida (M Cutolo et al., 2005), ukazují opačný 
škodlivý efekt po stimulaci melatoninem. 
Melatonin řídí imunitní buňky hlavně pomocí regulace produkce cytokinů (Carrillo-
Vico et al., 2005) prostřednictvím vazby na specifické receptory spřažené s G-proteiny MT1 / 
MT2 na membráně cílových buněk (Carrillo-Vico et al., 2005), což vede k aktivace druhých 
poslů a modulaci odpovědi pomocí změn hladin cAMP nebo aktivaci ERK1 (Hardeland, 2009).  
Důležité je uvést, že makrofágy jsou schopné syntetizovat melatonin po aktivaci NF-kB 
dráhy. Heterodimer p65/p50 interaguje s promotorem AA-NAT a spouští expresi enzymu a 
následně tedy i syntézu melatoninu (Muxel, Laranjeira-Silva, Carvalho-Sousa, Floeter-Winter, 
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& Markus, 2016). Jeden z hlavních účinků melatoninu na makrofágy je inhibice mechanismu 
exprese genu pro M1 prozánětlivý fenotyp a podpora M2 protizánětlivého fenotypu, což pak 
vede k expresi protizánětlivých cytokinů a potlačení zánětlivé reakce.   
Po navázání melatoninu na membránový receptor spřažený s G-proteinem podjednotka 
Ga aktivuje PLC, která následně hydrolyzuje PIP2 na DAG a IP3. IP3 vyvolá aktivaci PKC přímo, 
nebo pomocí uvolňování vápníku (Masana & Dubocovich, 2001). PKC aktivuje další proteiny, 
například kinázu ERK, a nakonec dochází k fosforylaci STAT3 (Lau, Ng, Lee, Chan, & Wong, 
2012). Vazba melatoninu vede k aktivace podjednotky Gi, která inhibuje produkce cGMP 
(Capsoni, Viswanathan, De Oliveira, & Saavedra, 1994). V nedávných experimentech se ukázalo, 
že podání melatoninu výrazně snižuje koncentraci aktivovaného STAT1 a zvyšuje fosforylaci 
STAT3 (Yi & Kim, 2017).  Jak už bylo uvedeno výše, STAT3 podporuje proměnu na M2 fenotyp, 
zvyšuje expresi SOCS1 a tlumí NF-kB dráhu.  Takže melatonin nepřímo podporuje fosforylaci 
STAT6 přes fosforylaci tyrosinu IRS, která pak pomáhá aktivaci samotného STAT6. 
Melatonin má také přímý vliv na signalizaci TLR4. Jak už bylo uvedeno výše, stimulace 
TLR4 pomocí LPS aktivuje MyD88-dependentní a TRIF signální dráhu. Studie ukázaly, že 
melatonin MyD88 a IRF7  inhibuje (Xia et al., 2012).  
Melatonin také významně ovlivňuje expresi miRNA (Banaei, 2015). Přesné 
mechanismy působení melatoninu na miRNA u makrofágů nejsou známé, existuje ale 
předpoklad, že jeho účinky jsou stejné jako v jiných typech buněk. V gliomových buňkách 
melatonin inhibuje expresi rodiny transkripčních regulátorů miR-155 MYB (myeloblastosis) 
(Elton, Selemon, Elton, & Parinandi, 2013), který u makrofágů podporuje polarizaci na M1 (Cao 
et al., 2017).   
Exprese miR-34a u makrofágů je vyvolána aktivací NF-kB dráhy a tyto miRNA mají 
prozánětlivé účinky (Jiang et al., 2012). SIRT-1 (sirtuin 1) deacetyluje podjednotku p65 a 
inhibuje NF-kB. miR-34a inhibuje aktivitu SIRT-1, čímž podporuje aktivitu NF-kB a vytvoří tak 
pozitivní zpětnovazebnou smyčku (Kauppinen, Suuronen, Ojala, Kaarniranta, & Salminen, 
2013). Melatonin inhibuje expresi miR-34a a podporuje protizánětlivý stav buňky (Carloni et 
al., 2016). Protizánětlivé účinky melatoninu mohou byt způsobeny inhibicí TLR signální dráhy 
(Xia et al., 2012). 
Cluster miR-23a∼27a∼24-2 má významnou úlohu při polarizaci makrofágů. Vazba 
patogenu na TLR spouští polarizaci makrofágů na M1 prozánětlivý fenotyp a tlumí expresi miR-
23a∼27a∼24-2,  vazba IL-4 ji naopak podporuje.  Zinc-finger protein A20 je inhibitor NF-kB 
signální dráhy.  MiR-23a jej inhibuje a nepřímo tak podporuje aktivaci NF-kB, který se pak váže 
na promotor miR-23a a inhibuje její transkripce, vytváří tak negativní zpětnovazebnou smyčku. 
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Po vazbě IL-4 na receptor, se autofosforyluje kináza JAK a následně aktivuje řadu 
proteinů, jako jsou STAT6, JAK1, IRF4 a PPAR-y. STAT6 se váže na promotor a spouští 
transkripci clusteru miR-23a∼27a∼24-2 během M2 polarizace. miR-23a tvoří negativní 
zpětnovazebnou smyčku a inhibuje aktivitu JAK a STAT6 (shrnuto S. Ma et al., 2016).  Melatonin 
v obou případech inhibuje expresi miR-23a, ale nemá žádný vliv na další členy clusteru miR-
27a a miR-24-2. Vzhledem k tomu, že melatonin inhibuje expresi jenom jedné složky clusteru 
miR-23a∼27a∼24-2,  mechanismy jeho působení na stabilitu zralého miRNA jsou neznámé 
(Kim et al., 2015). 
Poda ní melatoninu naví c inhibuje aktivitu inflamazo mu a následnou produkci IL-1 p a 
IL-18 (Cao et al., 2017; Y. Zhang et al., 2016). Aktivace inflamazo mu je indukována řadou 
signálů, jako jsou ROS, DAMP a vyžaduje signalizaci NF-kB dráhy. Inhibice sestavení 
inflamazo mu po melatoninu může být způsobena, jak inhibičním účinkem melatoninu na NF-
kB (Xia et al., 2012), tak i jeho antioxidačním účinkem bránicím nadměrné produkci ROS 




Glukokortikoidy jsou hlavní cirkadiánní signalizační hormony, jsou také hlavními 
signály stresu v organismu a regulují širokou řadu fyziologických procesů (Dickmeis, 2009).  
GR je ligand-dependentní transkripční faktor, který se nachází v cytoplazmě a po 
aktivaci ligandem translokuje do jádra, kde ovlivňuje expresi cílových genů (Nicolaides, Galata, 
Kino, Chrousos, & Charmandari, 2010).  Studie ukázaly velkou skupinu genů přímo 
regulovaných GR.  Mezi ně patří mnoho LPS-indukovaných genů, genů pro zánětlivé cytokiny, 
některé geny kódující transkripční faktory nebo signální proteiny a další protizánětlivé 
imunomodulátory, jako je GILZ (glucocorticoid-induced leucine zipper). Celkově můžeme říct, 
že glukokortikoidy inhibují expresi prozánětlivých genů a aktivují expresi protizánětlivých  
(Chinenov, Coppo, Gupte, Sacta, & Rogatsky, 2014).  
Základní princip protizánětlivých účinků glukokortikoidů je GR-zprostředkovaná 
represe transkripční aktivity AP-1(Schüle et al., 1990) a NF-KB, hlavních prozánětlivých 
transkripčních faktorů (Ito et al., 2006).  
GR tvoří heterodimer s NF-kB podjednotkou p65 (Rao et al., 2011) a váže se na 
promotorovu oblast IRAK-M a indukuje jeho transkripci. IRAK-M působí jako inhibitor aktivity 
adaptorového proteinu IRAK v signální kaskádě závislé na MyD88 (K. Kobayashi et al., 2002; 
Miyata et al., 2015) 
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GR může interagovat s koreceptorem GRIP1 (glutamate receptor-interacting protein 1), 
který je také nutný pro aktivaci proteinu IRF3 patřícího do TLR signální dráhy. Aktivovaný GR 
sekvestruje GRIP1 od IRF3, čímž potlačuje produkci IRF3-dependentních prozánětlivých 
cytokinů a navíc používají GRIP1 jako korepresor k vazbě GRE (glucocorticoid response 
elements)  na AP1 nebo NF-κB (Reily, Pantoja, Hu, Chinenov, & Rogatsky, 2006). GR také může 
potlačit aktivitu NF-KB rekrutováním HDAC2 (histonových deacetyláz) na promotory závislé 
na NF-KB (Ito et al., 2006).  
GC také aktivují syntézu dvou proteinů, které mají vliv na zánětlivé signální dráhy: GILZ, 
který inhibuje NF-κB a AP-1 (Mittelstadt & Ashwell, 2001), a MKP-1, který inhibuje p38 MAP 
kinázu (Lasa, Abraham, Boucheron, Saklatvala, & Clark, 2002).  GILZ (TSC22D3 nebo 
glucocorticoid-induced leucine zipper) je hlavní imunomodulátor glukokortikoidů (Ayroldi & 
Riccardi, 2009), který je produkován v makrofágách po stimulaci GC a protizánětlivým IL-10 
(Brown et al., 2001).  
GILZ se váže na p65 podjednotku NF-kB a brání transkripci NF-kB-závislých genů 
(Brown et al., 2001).  Studie ukázaly, že GILZ ovlivňuje aktivitu složky MAPK signální dráhy, 
například GILZ inhibuje fosforylaci Raf-1/Ras kinázy přímou vazbou, což vede k potlačení 
aktivace ERK1/2 a dalších složek MAPK kaskády (Ayroldi et al., 2007, 2002). U GILZ Knockout 
myší se vyskytuje nadměrná reakce na LPS, zvyšuje se aktivita NF-κB a produkce cytokinů 
(Hoppstädter et al., 2015). 
Zají mave  je, z e GC mají i proza ne tlive  u c inky. GC rychle indukují expresi NLRP3 mRNA, 
coz  vede k produkci za ne tlivy ch cytokinu  IL-1ß a IL-18 (Busillo, Azzam, & Cidlowski, 2011).  
 
6.3. CLOCK/BMAL 
Heterodimer CLOCK/BMAL vy znamne  ovlivn uje expresi mnoha proteinu , nejen 
hodinovy ch genu  a reguluje tak nepr í mo take  signalizaci makrofa gu  vc etne  aktivity 
povrchovy ch receptoru . 
Toll Like receptor 9 (TLR9) se nacha zí uvnitr intracelula rní ch vezikul a rozpozna va  
bakteria lní a virovou DNA (Lund, Sato, Akira, Medzhitov, & Iwasaki, 2003). Exprese Tlr9 mRNA 
u mys í vykazuje denní oscilace s maxima lní hladinou v ZT19, coz  odpoví da  druhe  pu lce aktivní 
fa ze. Promotorova  oblast Tlr9 obsahuje dva nekanonicke  E-boxy (Leclerc & Boockfor, 2005), coz  
umoz n uje pr í mou vazbu a regulaci transkripce Tlr9 genu pomocí heterodimeru CLOCK/BMAL1. 
Experimenty uka zaly, z e klesají cí exprese Clock znamena  sní z ení hladiny Tlr9 mRNA u 
makrofa gu  WT mys i (Silver, Arjona, Walker, & Fikrig, 2012).  
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Dals í studie zkoumaly denní oscilace Tlr1-8 u splenocytu  a zjistily, z e u slezinny ch 
makrofa gu  pouze Tlr2, Tlr4 a Tlr6 mRNA vykazují denní oscilace taky s maxima lní koncentrací 
v ZT19. Ostatní Tlr mRNA z a dne  oscilace neme ly (Silver et al., 2018). Tyto vy zkumy mohou 
podporovat mys lenku, z e cirkadia nní syste m zvys uje poc et TLR be hem aktivní fa ze, kdy ma  
organismus ve ts í s anci setkat se s patogenem.  
Protein hodinového genu BMAL1 může ovlivňovat acetylaci podjednotky NF-kB p65  
prostřednictvím heterodimerizace s CLOCK (Spengler et al., 2012). 
Jiný způsob zasahování BMAL1 do zánětlivých procesů je zprostředkován inhibicí 
miR155 pomocí regulace exprese IL-10. Tento cytokin potlačuje transkripční faktor ETS2, 
zodpovědný za expresi miR155 u makrofágů (Shakhov, Collart, Vassalli, Nedospasov, & 
Jongeneel, 1990).  IL-10 má cirkadiánní oscilace a při disfunkci BMAL1 se jeho hladina výrazně 
sníží. Myši s nefunkčním IL-10 naopak vykazují vysoké hladiny miR155 a nízké hladiny BMAL1 
(Curtis et al., 2015). miR155 je schopen přímo potlačit expresi BMAL1 vazbou na místa v rámci 
3 'UTR genu Bmal1. 
Poda ní LPS v ZT18 (be hem aktivní fa ze u noc ní ch zví r at) a v ZT6 (uprostr ed doby 
odpoc inku) vyvolalo akutní za ne ty u mys í prostr ednictví m aktivace NF-kB dra hy, pr ic emz  
u mrtnost mys í v ZT18 byla vy razne  mens í , nez  v ZT6. Zví r ata ZT6 vykazovala take  vys s í u roven  
aktivace NF-kB a proteinu  jeho cí lovy ch genu , napr í klad IL-1a. Mys i s genetickou delecí CLOCK 
me ly po poda ní LPS vy razne  sní z enou odpove ď NF-κB v ZT6 a ZT18 v porovna ni s WT (Spengler 
et al., 2012). Jine  studie pozorovaly v reakci na stimulaci LPS u makrofa gu  s mutací Clock celkove  
sní z ení exprese za ne tlivy ch genu  Il-6, Il-1β, Tnfα, Ifn- β a Ccl2 ve srovna ní s mys í WT (Bellet et 
al., 2013).  
Spenglerova  et.al (2012) experimenta lne  uka zali interakce CLOCK, BMAL1 a p65. 
Nejvys s í promotorova  odpove ď cí lovy ch genu  byla pozorovana  po koexpresi CLOCK a p65, o 
ne co mens í po koexpresi CLOCK/BMAL1 a p65. To znamena  ze BMAL1 mu z e negativne  
ovlivn ovat aktivitu CLOCK s p65. Koexprese heterodimeru CLOCK / BMAL1 neme la z a dny  vliv 
na aktivitu cí lovy ch genu . CLOCK se nacha zí v komplexech s p65 a jejich hladiny korelují se 
zvy s enou koncentrací fosforylovane  formy p65. Dimer CLOCK/p65 funguje jako zesilovac 
signalizace NF-κB v nepr í tomnosti BMAL1. 
Kvu li tomu, z e exprese CLOCK be hem cirkadia nní ho cyklu nevykazuje te me r z a dne  
oscilace a je konstitutivní na u rovni mRNA i proteinu, byla navrz ena hypote za:  v ZT6 BMAL1 
ma  nejvys s í koncentraci a zprostr edkova va  nuklea rní translokaci a specifickou fosforylaci / 
degradaci CLOCK (Kondratov et al., 2003). Dostupnost CLOCK je tak mnohem ví ce sní z ena, coz  
pravde podobne  vede ke sní z ení transaktivac ní ho potencia lu NF-kB (Spengler et al., 2012).  
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CLOCK má prozánětlivé účinky a podporuje aktivaci NF-kB a expresi NF-kB řízených 
genů. BMAL1 nepřímo vykazuje protizánětlivé účinky vazbou a degradací CLOCK. 
 
6.4. CRY 
Cyklicky  adenosinmonofosfa t (cAMP) je du lez ity m intracelula rní m druhy m poslem, 
ktery  aktivuje cAMP-dependentní proteinkina zu A (PKA) a zprostr edkova va  mnoho ru zny ch 
bune c ny ch odpove dí , napr í klad transkripci genu . Jeho signalizace je rytmicka  a odpoví da  na 
oscilace SCN (O’Neill, Maywood, Chesham, Takahashi, & Hastings, 2008). 
Protein kina za A (PKA) je serin/threonin kina za, ktera  vyz aduje pro svou aktivaci cAMP, 
PKA fosforyluje podjednotky p65, c í m stimuluje transkripc ní aktivitu NF-kB (Zhong, Voll, & 
Ghosh, 1998).   
CRY protein se va z e na adenylylcykla zu, enzym, ktery  katalyzuje produkci cAMP, 
inhibuje její aktivitu a tí m sniz uje produkce cAMP v reakci na podne ty.  Naproti tomu u mys i s 
nefunkc ní m CRY proteinem, se zvy s ila signalizace PKA, ktera  zpu sobí nadme rnou fosforylaci 
NF-kB a konstantní expresi za ne tlivy ch cytokinu , napr í klad IL-6 (Narasimamurthy et al., 2012). 
Bylo proka za no, z e CRY inhibuje produkci cAMP v odpove di na aktivaci receptoru 
spr az ene ho s G proteiny (GPCR) vazbou na alfa podjednotku Gs a inhibuje její funkci (E. E. Zhang 
et al., 2010). 
 
6.5. REV-ERB 
Liver X receptor (LXRα a LXRβ) je jaderny  receptor, transkripc ní faktor za visly  na ligandu, 
jako jsou napr í klad okyslic ene  formy cholesterolu. V nepr í tomnosti ligandu LXR potlac uje 
transkripc ní aktivitu cí lovy ch genu . Vazba ligandu na LXR vede ke konformac ní zme ne , ktera  
vede k transkripci cí lovy ch genu  (Zelcer & Tontonoz, 2006). Ú makrofa gu  LXR kontroluje 
za ne tlivou odpove ď regulací genu , jako jsou IL-6, IL-1β a chemokiny (Fontaine et al., 2007).  
V lidsky ch makrofa zí ch se LXRα va z e na mí sto LXRE v promotoru Rev-erbα, c í mz  
indukuje expresi Rev-erbα. Heterodimer CLOCK/BMAL1 taky indukuje expresi Rev-erbα pr í mou 
vazbou na E-box (Preitner et al., 2002). REV-ERBα pak potlac uje aktivitu promotoru  lidske  TLR-
4 vazbou na mí sto RevRE. Toto mí sto se pr ekry va  s mí stem LXRE pro vazbu LXR, a tí m 
znemoz n uje jejich interakce a inhibuje expresse TLR-4 (Fontaine et al., 2008).  
Rev-erbα potlačuje expresi IL-1ß a IL-18 (Pourcet et al., 2018) a sestavení inflamasomu 
prostřednictvím inhibice transkripce podjednotky NF-kB p65 vazbou k RevRE elementu v 
promotoru p65 . Rev-erbα navíc přímo inhibuje transkripci Nlrp3 vazbou na RevRE v Nlrp3 
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promotoru (Wang et al., 2018), což také otevírá prostor pro hodinami řízenou imunitní 
odpověď. 
Poslední studie proka zala, z e REV-ERBa je v komplexu s NCoR/HDAC3 schopny  
potlac it expresi genu  (Yin & Lazar, 2005). Po aplikaci agonisty REV-ERBa GSK4112 do mikroglií 
(typ makrofa gu  v CNS) byla potlac ena exprese izoformy oxidu uhlic ite ho iNOS, COX-2 
(prostaglandin synta za) a cytokinu  IL-6 a TNFa. GSK4112 zvys uje vazbu NCoR/HDAC3 na REV-
ERBα a inhibuje fosforylaci a nuklea rní translokaci p65, tí m potlac uje NF-kB dra hu a nastavení 




Staggerer myši jsou zvířata s knockoutem RORs, které mají různé neurologické a 
imunitní poruchy, například zvýšenou citlivost makrofágů po podaní LPS a zvýšenou produkci 
prozánětlivých cytokinů IL-6 a TNFa  (Dzhagalov, Giguère, & He, 2004; Kopmels et al., 1990). 
Staggerer myši měly poruchy cirkadiánních rytmů, například, vykazují volně běžící rytmy 
lokomoční aktivity, nestabilní rytmus a sníženou transkripci Bmal1 .(Akashi & Takumi, 2005) 
Vzhledem k tomu, že přítomnost RORs významně tlumí zánětlivé reakce, byl 
předpokládán mechanismus interakce RORs a NF-kB cestou.  RORs přímo reguluje transkripci 
hlavního inhibičního proteinu signální dráhy NF-KB IkB vazbou na promotor IκBa (Delerive et 
al., 2001). Předpokládá se také existence negativní zpětnovazebné smyčky. V klidových 
makrofágách je exprese RORs 5 až 6 krát vyšší, než v aktivovaných pomocí LPS, což ukazuje na 






7. Molekulární hodiny ovlivňují zánětlivou reakci pomocí regulace buněčného 
metabolizmu 
 
Reaktivní druhy kyslí ku (ROS) jsou klí c ove  signalizac ní molekuly, ktere  hrají du lez itou 
roli v progresi za ne tlivy ch onemocne ní . ROS pu sobí jako signalizac ní molekula a media tor 
za ne tu (Mittal et al., 2014). Ú makrofa gu  aktivace TLR4 indukovana  LPS take  vede k vytvor ení 
mitochondria lní ROS, ktere  pak podporuje proza ne tlivou odpove ď (Mills et al., 2016; West et al., 
2011). Nadme rne  mnoz ství ROS vyvola va  oxidac ní stres a pos kození makromolekul, proto je 
u roven  ROS kontrolova na antioxidac ní mi syste my. 
NRF2 je transkripc ní faktor bazicke ho leucinove ho zipu (bZIP), ktery  reguluje expresi 
antioxidac ní ch proteinu  a chra ní bun ky pr ed oxidac ní m pos kození m. ROS podporuje nuklea rní 
translokaci NRF2 a usnadn uje vazbu na promotory antioxidac ní ch genu  (Q. Ma, 2013). Bylo 
proka za no, z e promotorova  oblast NRF2 obsahuje E-box a jeho expresse je pod kontrolou 
komplexu proteinu molekula rní ch hodin BMAL1/ CLOCK (J. Lee et al., 2013). Geny ko dují cí 
antioxidac ní enzymy take  obsahují E-box transkripc ní ho komplexu CLOCK / BMAL1 a podle hají 
tak cirkadia nní regulaci (Kondratov, Vykhovanets, Kondratova, & Antoch, 2009).   
IL-1β je cytokin, produkovany  aktivovany mi makrofa gy,  je du lez ity m media torem 
za ne tlive  odpove di a podí lí se na ru zny ch bune c ny ch aktivita ch, vc etne  bune c ne  proliferace, 
diferenciace a apopto zy. Po poda ní LPS v ZT8 a v ZT20 byly pozorova ny vy znamne  zme ny 
hladiny IL-1β v se ru. IL-1β je zvy s eny  v ZT8 oproti v ZT20, coz  koreluje s denní mi zme nami v 
ROS, BMAL1 a hladiny Nrf2. Je to da no tí m, z e BMAL1 prostr ednictví m NRF2 reguluje dra hy 
oxidativní ho stresu v makrofa ga ch, aby omezil tvorbu proza ne tlive ho cytokinu IL-1 β (Early et 
al., 2018). 
Existují dve  dra hy ovlivn ují cí produkci IL-1β; na ROS za visla  a neza visla . NRF2 se va z e 
na specificka  inhibic ní mí sta v promotoru Ilb, coz  bra ní nasednutí RNA Pol II a omezuje 
transkripci IL-1β neza visle na ROS (E. H. Kobayashi et al., 2016). 
Po stimulaci LPS ROS stabilizují podjednotku transkripc ní ho faktoru HIF-1α 
(Sumbayev, 2008), ktery  vazbou na promotorovou oblast HRE vyvola va  expresi Il1b a produkci 
IL-1β (Mills et al., 2016). NRF2 inhibuje produkci IL-1β prostr ednictví m suprese ROS a HIF-1a 
a vazbou na promotorovu oblast a inhibice translace Hif1a (Mills et al., 2018). CLOCK/BMAL1 
nepr í mo reguluje produkci IL-1β pomocí cirkadia nní indukce NRF2. 
 
8. Choroby spojené se zánětem  
Úz  70 let je zna mo, z e citlivost organismu na patogeny a na sledna  imunitní odpove ď je 
za visla  na denní dobe . Napr í klad, pr i poda ní vysoky ch da vek LPS je u mrtnost mys i mnohem 
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vys s í pr i podaní na zac a tku jejich aktivní fa ze, to je zvec era (Spengler et al., 2012). Tento 
mechanismus jes te  není u plne  pochopen, jeden z moz ny ch faktoru  ovlivn ují cí ch pru be h 
imunitní reakce, mu z e by t zvy s ena  exprese adhezivní ch molekul a chemokinu  na zac a tku 
aktivní fa ze, coz  vede k aktivní mu na boru monocytu  a makrofa gu  do tkaní (Scheiermann et al., 
2012).  
Spa nkova  deprivace, poruchy spa nku, pra ce na sme ny a c aste  cesty pr es ne kolik 
c asovy ch pa sem vyvola va  cirkadia nní desynchronizaci (Lombardi, Folkard, Willetts, & Smith, 
2010). Jsou to faktory, ktere  zvys ují riziko mnoha onemocne ní , jako jsou obezita a metabolicky  
syndrom (Van Cauter, Spiegel, Tasali, & Leproult, 2008), deprese (Levandovski et al., 2011), 
kardiovaskula rní onemocne ní (Peter, Alfredsson, Knutsson, Siegrist, & Westerholm, 1999), 
onkologicka  patologie (Stevens et al., 2011) a aterosklero za (Haupt et al., 2008). 
Mnoho chronicky ch onemocne ní vykazuje cirkadia nní oscilace ve svy ch symptomech, 
napr í klad revmatoidní artritida (Maurizio Cutolo, 2012), astma (Panzer, Dodge, Kelly, & Jarjour, 
2003) a alergicka  ry ma (Smolensky et al., 2007).  
 
 
8.1. Revmatoidní artritida 
Revmatoidní artritida (RA) je chronicke  za ne tlive  onemocne ní kloubu , ktere  prima rne  
ovlivn uje male  klouby rukou a nohou. Pr í znaky RA c asto vykazují kolí sa ní v pru be hu dne. 
Symptomy jsou nejhors í pr i probuzení , pak se zleps ují . Tyto cirkadia nní zme ny byly pozorovane  
az  v roce 1982 (Harkness et al., 1982) a ma  se za to, z e mohou by t c a stec ne  zpu sobeny vys s í 
ranní tvorbou proza ne tlivy ch cytokinu , hlavne  IL-6 (Arvidson et al., 1994) IL-1β, TNFα.  
Ú zdravy ch jedincu  za ne t, pr edevs í m za ne tlive  cytokiny (IL-6, IL-1, TNF-a), stimulují 
produkci hormonu uvoln ují cí ho kortikotropin (CRH) v hypotalamu, produkci kortikotropinu v 
hypofy ze a vyluc ova ní GC ku rou nadledvin  (Chrousos, 1995). Pacienti s RA vykazují oslabene  
reakce na za ne t, zpu sobene  defekty HPA osy  a její nedostatec nou odpove dí na stimulaci. 
Pacienti take  vykazují zme ny v cirkadia nní sekreci kortizolu a melatoninu  (Chikanza, Petrou, 
Kingsley, Chrousos, & Panayi, 1992).  Ve srovna ní se zdravy mi jednici, je sekrece melatoninu u 
jedincu  s chronicky m za ne tem vy znamne  zvy s ena v období po pu lnoci a v ranní ch hodina ch (M 
Cutolo et al., 2005). 
K chronicke mu za ne tu v kloubech pr ispí vají i bun ky imunitní ho syste mu,  hlavne  CD4+ 
T-lymfocyty, makrofa gy a fibroblast-like synoviocyty, mají cí vlastní cirkadia nní oscila tor 
(Bollinger et al., 2011; Haas & Straub, 2012). V reakci na endogenní stimulaci imunitní ch bune k 
melatoninem a GC se u pacientu  s RA me ní exprese proza ne tlivy ch cytokinu . Ú zdravy ch jedincu  
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je exprese TNF-α a IL-6 nepr í mo r í zena GC a dosahuje nejvys s í ch hodnot v ZT03-ZT06 
(Petrovsky, McNair, & Harrison, 1998), zatí mco u pacientu  s RA je nejvys s í hladiny cytokinu  
dosaz eno s fa zovy m zpoz de ní m v ZT07-ZT08.  
Ac koliv jsou hladiny cytokinu  TNF-a a IL-6 u pacientu  s RA zvy s ene  az  desetina sobne , 
hladina GC zu sta va  zvy s ena  pouze mí rne   (Imrich et al., 2010). 
Vzhledem k te sne  vazbe  cirkadia nní ch mechanismu  a pru be hu nemoci, le c ba symptomu  
RA musí by t nac asovana  vzhledem k cirkadia nní aktivaci bune k zapojeny ch do za ne tlive  
odpove di a cirkadia nní mu uvolne ní hormonu. Napr í klad poda ní modifikovane ho synteticke ho 
GC prednisonu se zpoz de ny m uvoln ova ní m aktivní la tky v ZT22, pouka zalo velmi pozitivní 
u c inky na trva ní ranní ztuhlosti oproti poda ní nemodifikovane ho prednosinu v ZT06-08 
(Buttgereit et al., 2008; De Silva, Binder, & Hazleman, 1984).  
Podaní antiproliferac ní ch le c iv, jako jsou methotrexa t nebo leflunomid, take  ukazuje 
mnohem leps í vy sledky, pokud se poda  v urc itou denní dobu. Podaní methotrexa tu pr ed 
spa nkem vyvola  u c inny  pokles TNF-a a zleps ení symptomu  RA ve srovna ní se standardní mi 
ranní mi metodami da vkova ní (To et al., 2009, 2011). 
 
8.2. Ateroskleróza 
 Ateroskleróza je chronické onemocněni, při kterém dochází k poruchám endotelové 
vrstvy cév (Libby, Ridker, & Hansson, 2011). Monocyty vstupují do endotelu, pronikají do tunica 
intima a diferenciují se na prozánětlivé makrofágy, což vyvolá chronický zánět cév. Monocyty a 
makrofágy, které se nacházejí v aterosklerotických plátech, udržují chronický zánět a lákají do 
cév další zánětlivé buňky a LDL (low density lipoprotein), což vede ke tvorbě 
aterosklerotických plátů, disfunkci cév a následným kardiovaskulárním poruchám (Rahman & 
Woollard, 2017).  
  Cirkadia nní rytmy ovlivn ují expresi adhezivní ch molekul endotelu, vstup monocytu  z 
kostní dr ene  do ce v (Viswambharan et al., 2007), funkci makrofa gu  a zme ny koncentrace LDL v 
krvi (Sennels, Jørgensen, & Fahrenkrug, 2015).  
Buňky hladkého svalstva cév (VSMC od anglického vascular smooth muscle cells) hrají 
důležitou roli v patogenezi aterosklerózy. VSMC mají své vlastní hodinové systémy, jejichž 
funkce je významně změněna u buněk postižených aterosklerózou. VSMC nemocných jedinců 
tak vykazují nižší amplitudy exprese mRNA hodinových genů, ve srovnání s normálními VSMC, 
a tyto změny mohou být zahrnuty v progresi aterosklerózy (Lin et al., 2014) 
Vzhledem k nižším hladinám exprese mRNA hodinových genů, byly provedeny 
experimentální studie, které ukázaly, že nadměrná exprese CRY snížila expresi zánětlivých 
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cytokinů, hladiny lipidů v plazmě a vývoj aterosklerotických plátů pomocí inhibice dráhy NF-
kB (Yang et al., 2015; E. E. Zhang et al., 2010).  
Jak bylo uvedeno výše, REV-ERB potlačuje zánětlivé dráhy makrofágů a podporuje 
polarizaci M2 protizánětlivých makrofágů. Knockout REV-ERB makrofágů vedl ke zvýšené 
tvorbě aterosklerotických plátů (H. Ma et al., 2013), nadměrná aktivace REV-ERB naopak tuto 
tvorbu plátů významně snížila (Pourcet et al., 2018).  
Vstup monocytů do aterosklerotických plátů závisí na ose CCL2-CCR2. Nedostatek PER2 
podporuje tvorbu aterosklerotických plátů zvýšenou mobilizací leukocytů na místo zánětu 





Tato práce shrnuje současné představy o vlivu cirkadiánních hodin na funkci makrofágů 
v zánětlivých reakcích. Odpověď makrofágů na patogen je závislá na denní době a regulovaná 
jak přímo SCN pomocí cirkadiánně řízené syntézy hormonů, tak i vlastními buněčnými 
hodinami. Molekulární mechanismus, který je základem cirkadiánní kontroly funkce a 
polarizace makrofágů, však není zatím zcela pochopen. 
Těsné spojení cirkadiánních hodin a jejich poruch s imunitní odpovědí má důležitý 
význam pro lidské zdraví. Pochopení mechanismu cirkadiánní regulace imunitních funkcí 
umožňuje nové přístupy pro terapie onemocnění, včetně autoimunitních onemocnění a 
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